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【要旨】　一次性変形性関節症の病態解明の一助とすべく，実験的基礎的研究を行った．C57ブラックマウス
自然発症型変形性関節症モデルの関節軟骨に軟骨下骨に達する軟骨全層欠損を作製した後，TGF一β1（trans－
forming　growth　factor一β1）を投与し，その修復過程を病理組織学的に観察した．また，　TGF一β1の投与によ
り惹起され組織修復に関与するCTGF（connective　tissue　growth　factor）の発現について検討を加えた．
TGF一β1を投与したC57ブラックマウスとコントロールマウスを比較したところ，前者は後者に比べ欠損修
復部において未分化問葉月細胞の線維芽細胞，軟骨細胞への分化は遅延していた．また，CTGFのmessenger
RNA陽性線維芽細胞の発現数も少なかった．以上の結果から，C57ブラックマウス自然発症型変形性関節症
モデルではTGF一β1によるCTGFの発現経路に抑制因子の存在が推測され，これによる軟骨修復能の低下
がOA発症に関与していることが推測された．
はじめに
　高齢化社会の到来により変形性関節症・Osteoarth－
ritis（OAと略す）は増加の一途を辿っている．今日，
末期OAに対しては人工関節置換といった外科的治
療が選択されることが多いが，その一方近年の分子生
物学的研究手法の発展に伴い，比較的初期のOAに対
してこれらの研究手法を応用した種々の治療の可能
性が注目されるようになってきている．殊に再生医学
研究の中では，サイトカ・インを用いた治療が主要な位
置を占め，中でも損傷組織修復に有用なサイトカイン
であるTGF一β1及びCTGFに関する報告が数多く見
受けられる．これらは，多岐にわたる生物学的作用を
有しており，OAの病態に深く関与しており治療への
臨床的応用が期待されるものである．今回我々は，一
次性OAの病態解明の一助とすべく，一次性OAの素
因を持つC57ブラックマウス自然発症型変形性関節
症モデルの膝関節軟骨に軟骨下骨組織に達する損傷
（全層欠損と略す）を作製した後，TGF一β1を関節内に
投与し，その組織修復過程を病理組織学的に観察し，
また修復組織内におけるCTGF　messenger　RNAの発
現についても考察を加えた．
研究材用および方法
　1．実験動物
　Silberbergら1）により育種されているC57ブラック
マウスは，後にMaierらやWilhelmiらによって組織
病理学的研究が行われ，ヒト変形性膝関節症に類似す
る膝関節軟骨の経時的変化が確認されている自然発
症型の変形性膝関節症モデルマウスである．また，小
泉23）は本マウスの膝関節軟骨全層欠損の自然修復に
ついて，組織学的な経過を観察しており，その治癒過
程がコントロールマウスに比して遅延すると既に報
告している．
2001年12月1日受付，2002年2月18日受理
キーワード：サイトカイン，軟骨細胞，変形性関節症
（別刷請求先：〒160－0023　東京都新宿区西新宿6－7－1東京医科大学整形外科学講座　笠原尊生）
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　C57ブラックマウス自然発症型変形性膝関節症モ
デルは，東京医科大学動物実験センターにてGood
Laboratory　Practice（G。LP．）の基準に沿い飼育されて
おり，これを兄妹交配により繁殖させた．飼育期間中
は薄木片を下敷きとした繁殖用のプラスチックケー
ジ内に放飼し，固形飼料CE－2（日本クレア）および水
（水道水）は自由摂取とした．運動はケージ内での自由
運動とし，特に運動負荷は与えなかった．
　2．実験対象および方法
　実験1：病理組織学的検討および画像解析
　（対象）生後7～12週で体重25g前後の雌雄混合
の未成熟期のC57ブラックマウス自然発症型変形性
膝関節症モデル（OA群と略す）83匹および対照とし
てC57／6Nブラックマウス（Control群と略す）76匹
を使用した（Table　l）．
　（方法）Pentobarbital　sodium（Nembutal⑭）をマウ
スに皮下注射し，深麻酔下に膝関節周囲を剃毛した上
で，可及的清潔操作にて実体顕微鏡を用い右膝内側傍
膝蓋切開を加え，膝蓋骨を外側に脱臼させ，顕微鏡下
に11号メス刃を用いて大腿骨内側穎部荷重面に前額
断方向に幅約0．5mmのV字状の軟骨下官に達する軟
骨全層欠損を作製した（Fig．1）．骨髄よりの出血が治
まったところで，5mM　HCl（Ph　2．5）希釈，　Recom一
binant　Human　Transforming　Growth　Factor　61　＃
910918　（AUSTRAL　Biologicals，　CA，　USA）　（TGF－rs1
と略す）200ng／3μ1をフィブリノーゲン加第VIII因
子（ベリプラスト⑭）2μ1に混入し全5μ1とし膝関節
腔内に留置した後，関節包および皮膚を7－Onylon糸
にて縫合した．さらに，24，48時間後に同量のTGF一β1
をPhosphate　Buffer　Saline（PBSと略す）にて希釈し全
5μ1とし，これを26Sゲージマイクロシリンジ
（HAMILTON）を用い，膝蓋骨下縁正中より膝関節腔
内に注入した．TGF一β1非投与群には軟骨全層欠損を
作製後，フィブリノーゲン加第VIII因子（ベリプラス
ト⑭）2μ1に混入したPBS　3μ1を膝関節腔内に留置
し，関節包および皮膚を縫合した．さらに24・48時間
後にPBS　5μ1を，　TGF一β1投与群と同様に膝関節腔内
に注入した．処置後は，なんら固定することなくケー
ジ内に放飼した．損傷後，1，2，4，8および12週後に屠
殺し膝関節を一塊に摘出し，0．5％Cethylpyridinum
chloride（CPC）10％Formalinにて4℃，24時間固定
後，10％EDTAにて4℃，1週間脱灰した．さらに上昇
エタノール系列にて脱水した後，型の如くパラフィン
包埋し，矢状面方向に4μmの連続切片標本を作製し
toluidine　blue染色にて欠損部の経時的修復過程を光
学顕微鏡下に観察した（Fig．2）．
　また，画像解析にて損傷部周囲の正常軟骨層の染色
Table　1
Week（s）after　i団ury1 2 3 4 8 12
OA　TGFβ1（＋）
nA　TGFβ1（一）
b。nt・d丁GF一β1（＋）
b。ntr。I　TGF一β1（一）
6675 6877 7675 6877 8766 69フ5
totaI 24 28 25 28 27 27
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Fig．1　Diagram　of　experiment．　V－shaped　fu11　thickness　defect　reaching　subchondral　bone　was　created　in　the　right　femoral
　　　condyle　of　an　immmature　C57　black　mouse．
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　　　　　　　　　　　　　g
TGF－Bi（200ng）　mixed　in　fibrin　glue　was　placed　in　the　articular　cavity
　　　　　　　　　　　　　旦
　After　24，　48　hours，TGF－Bi（200Vng）　diluted　with　PBS　was　infused
g g
Sacrificed　at　1，2，3，4，8，12　weeks　　Sacri丘ced　at　48，72　hour8
旦
Repair　process　was　observed　with　time
Fig．　2
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Expression　of　CTGF　mRNA　was　observed
　　　（in　situ　HYBRIDIZATION）
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Fig．3　Block　diagram　of　the　computerized　image　proces－
　　　sor．　The　specimen　was　focused　on　microscopic
　　　camera，　the　defect　was　digitized，　and　the　recovery　of
　　　ECM　was　analyzed．
性を基準とし，損傷修復意中で正常軟骨層と同じ染色
性を占める面積の割合を算出した．これを面積率と
し，細胞外基質修復の一評価とした．使用した画像は
JPEGファイルとし，画像解析ソフト（Win　ROOF⑬）
の画像解像度は約150×250画素，24bit　RGBカラー
である（Fig．3）．対象は1，2，4，8，12週齢それぞれにっ
きOA群10匹（TGF一β1投与・非投与各5匹）および
Control群10匹（TGF一β1投与・非投与各5匹）であ
り，以上4群問において有意水準5％の多重比較検定
を行った（Tukey－Kramer法：Stat　View③）．
　実験2：CTGFのmessenger　RNAの発現
　TGF一βによって発現が促進され，組織修復に関与
するとされるCTGFのmessenger　RNA（mRNAと略
す）の発現を以下の方法で観察した．
　（対象）生後7～12週で体重25g前後の雌雄混合
の未成熟期のOA群20匹（TGF一β1投与・非投与各
10匹）および対照としてControl群20匹（TGF一β1
投与・非投与各10匹）を無作為に使用した．
　（方法）実験：1同様に，マウス膝関節軟骨に全層欠
損を作製後，フィブリノーゲン加第VIII因子に混入し
たTGF一β1（200　ng）を関節腔内に留置した．ついで
24時間ごとに同量のTGF一β1を関節腔内へ注入し
た．TGF一β1非投与群には投与群におけるTGF一β1と
同量のPBSを混入および注入した．欠損作製後，72時
間で膝関節を摘出した．摘出した膝関節は直ちに4％
Paraformaldehide・4℃にて48時間固定後，10％EDTA
にて72時間脱灰した．以下実験1と同様に連続切片
標本を作製した後DIG標識したctgf（Cyr61／Nov）ア
ンチセンスプローブを用いて，37℃保温下に12時間
in　situ　hybridizationを施行し，抗DIG－AP標識抗体を
用いて染色操作を行った（Fig．2，4）．ついで，200倍光
顕視野におけるmRNA陽性細胞率を4二二において
有意水準5％で多重比較検定した（Tukey－Kramer法＝
Stat　View　＠）．
　プローブは作成依頼し（SAWADY　TECHNOL－
OGY，　TOKYO，　JAPAN）以下の通り作成された．
mouse　musuculu　Total　RNAをtemplateとしてcDNA
を作製した後，PCR反応液（Super　Taq　premix　47　pt　1，
Primer　lOumol　lμ1，　template　DNA　Iμ1）全50μ1と
し反応条件を95℃1分，55℃30秒，68℃1分の設定
（lstPCR＝25　cycles，2ndPCR＝20　cycles）でPCR　prod－
uctの精製を行った．サブクローニングにはpGEM－T
Easy　vector（プロメガ），シークエンス（ABI377シー
クエンサー）にはT7primerを使用し，　plasmid　DNA
をtemplateにT7，　SP6polymerase（べ一リンガー）よ
りDIG－RNA　probeを作製した．　CTGF特異的primer
の塩基配列は以下の通りである．
　センスプライマー：5！一ggccatttccttcctctgcattct－31
　アンチセンスプライマー：5t－aattgggtttaaaggtc－
tccccatc－3’
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Resection　of　murine　knee　joint
Fixed　40／oParaformaldehyde　40C　48hrs
　　200／oEDTA　decaleification　72hrs
　　　　Embedded　in　paraffin
Dewaxing　in　xylene　rehydrating　in　ethanol
　　　　　30／omethanol　20min
psm　u，4g
　Fixed　40／oParaformaldehyde　5min
　　　　　－hybridization－
　　　　　Biotynyl　Tyramide
　　　Secondary　Streptavidin－HRP
　　　　（＃KO620，DAKO，CA，USA）
　　　　Anti一’DIG／HRP　Rabbit　F（ab’）
　　　　（＃P5104，DAKO，CA，USA）
　　　　　370C　over　night
Washed　in　T－TBS
sx　ssc　4sOc　30min
Anti－DIG　antibody　reaction
（＃SO809，DAKO，CA，USA）
Pepsin　O，4g＋2N　HCI　5ec＋DH20　4scc　370c　lomin　DAB（＃K3465，DAKO，CA，USA）
　 　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　Dyed　in　methylgreen
Fig．4　ln　situ　hybridization．
　　　　　　　　　　．．「くン．1／．．”．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　螺
Fig．5　Light　microscopy　of　injured　cartilage　1　week　after　injury．　（Toluidine　blue，　×200）．　a：　Given　TGF－61（OA），　b：　Given
　　　TGF－61　（Control）．　ln　both　the　OA　and　control　groups，　the　surface　of　the　injured　cartilage　was　depressed，　and　spindle
　　　shaped　undifferentiated　mesenchymal　cells　appeared．
結 果
1．実験動物の外観ならびに肉眼的所見
実験動物は術後2日ほど践行を示したが，以後は正
常に運動していた．関節内の肉眼所見は，損傷部は損
傷直後に骨髄からの出血を認めたが数分にて自然止
血された．損傷後1～2週間は修復組織ならびにその
周囲の正常組織は褐色調であった．損傷組織は損傷
（4）
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Light　microscopy　of　the　inj　ured　cartilage 2　weeks after　 njury．　（Toluidine　blue，　×200）．
Given　TGF一β1（Control）．　In　both　groups，　spindle　shaped飾roblasts　increased　in　all　the　layers　in　the　injured　cartilage．
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Fig．7　Light　microscopy　of　injured　cartilage　4　weeks　after　injury．（Toluidine　blue，×200）．　a：Given　TGF－fi　1（OA），　b：Given
　　　TGF－fi　1　（Control）．　ln　the　control　group，　chondrocytes　were　found　in　all　layers　in　the　injured　cartilage．
後，3～4週にて白色調に転じ以後週を重ねるごとに透
明度を増したが，損傷後12週においても周囲正常組
織との鑑別は可能であった．ほぼ全ての膝関節周囲に
肉芽の増生，関節腔内に滑膜の侵入が認められ軽度の
関節可動域の制限が認められた．
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Fig．　8　Light　microscopy　of　injured　cartilage　8　weeks　after　injury．　（Toluidine　blue，　×200）．　a：　Given　TGF－61　（OA），　b：　Given
　　　　TGF－fi　1　（Control）．　ln　both　groups，　metachromasia　in　the　injured　cartilage　was　reduced，　and　chondrocytes　decreased　and
　　　　atrophied，　especially　in　the　OA　group．
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Light　microscopy　of　injured　cartilage　12　weeks　after　injury．　（Toluidine　blue，　×　200）．
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In　both　groups，　metachromasia　in　the　injured　cartilage　was　furthermore　reduced，　and　degenerated
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Table　2
Week（s）after呵ury　　　　　1　　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　12
　OA　TGF一β1（＋）　　　16．34　±1．39　　　　18．97±0．70
@0A　TGF一β1（一）　　19．06　±0．74　　　13．13±0．67
bontrol　TGF一β1（＋＞　　18．46±0．73　　　　26，73±0．81
bontrol　TGF一β1（一）　　18．68±0．75　　　　2　t　O　1　±0．74
25 16±0、77
Q2．55±0．76
Q8．85±0．77
Q7．07±1，38
26．43±0．7
Q6．36±0．3
R1，43±1．2
R0．06±O，7
20．63±0．80　　　　21．93±0，74
P9．76±0．67　　　　18．86±0．84
Q1．33±0．77　　　　19．06±O．72
Q1．19±1．06　　　　20．87±0．87
P〈O．05（2・’”4weeks　after　injury）mean±SD．
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CTGF　mRNA－expressing　fibroblasts　were　not　observed　in　either　the　OA　or　control　group　which
However，　some　mRNA　positive　chondrocytes　were　observed　in　the　cartilage　surrounding　the
　2．光学顕微鏡的所見
　損傷後1週．損傷修復部において，OA，　Control群
とも表面は陥凹し，骨髄未分化間葉系細胞由来と思わ
れる紡錘形の線維芽細胞が出現した．損傷部周囲軟骨
はToluidine　blue染色での異染性は保たれていた．損
傷縁の関節軟骨に明らかなcluster　fbrmation（集籏形
成），matrix　flow（損傷部に向かって軟骨基質が流入す
る像）は認めなかった．組織標本はTGF一β1投与群を
供覧する（Fig．5）．
　損傷後2週．OA，　Control群とも損傷修復部に紡錘
形の線維素細胞が全層にわたって確認された．また，
損傷周囲軟骨は，OA，　Control群ともToluidine　blue
染色での異染性は低下した（Fig．6）．
　損傷後4週．Control群においては損傷修復部全層
にわたり軟骨細胞の出現が認められるが，OA群では
一部深層に散見されるに留まった（Fig．7）．
　損傷後8週．OA，　Control群とも損傷修復部では異
染性は低下し軟骨細胞は減少，萎縮する傾向にあった
（Fig．　8）．
　損傷後12週．損傷修復部周囲の異染性はさらに低
下し変性性の変化が認められ，修復部との判別が困難
となった（Fig．　9）．
　3．画像解析による細胞外基質修復率の言創面
　損傷後1週．OA，　Control群とも紡錘形の線維芽細
胞の出現とともに細胞周囲を中心に緑色で示される
細胞外基質の修復と思われる部が認められた．
　損傷後2～3週．線維芽細胞は損傷修復部全域に認
（7）
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　Given　TGF－61（Control）．　72　hours　after　injury：In　the
control　group，　numerous　mRNA　positive　fibroblasts　were　observed　in　the　injured　area，　while　in　the　OA　group，　they　were
fewer　than　that　in　the　control　group．　The　number　of　mRNA　positive　chondrocytes　increased　in　both　groups．
められ，それに伴い細胞外基質修復と思われる面積は
1週に比して広がった．OA，　Control群問では細胞密
度の差異に比例して解析面積にも明らかな差異が認
められた．
　損傷後4週．軟骨細胞の増加に伴い損傷修復部深層
から中間層に細胞外基質の修復が認められた．
　損傷後8週．軟骨細胞の減少および損傷修復部の異
染性の低下に伴い細胞外基質修復面積は4週に比し
て低下した．
　損傷後12週．細胞外基質面積はさらに低下した．
　以上，各週につき4三間の面積率を比較したとこ
ろ，損傷後2～4週においてControl群はOA群に比
して，また投与群は非投与群に比して損傷修復の面積
率が有意に高かった（Table　2）．
　4．CTGFのmRNA発現（損傷作製後72時間）
　TGF・・ie　1非投与群ではOA群・Control群共に損傷
修復部における線維芽細胞にmRNAの発現は認めら
れなかった．一方，損傷修復部周囲で軟骨細胞に陽性
細胞が散見されたが，その数はOA群に比しControl
群で多かった（Fig．　lo）．
　TGF一β1投与群ではControl群では損傷修復部に
mRNA陽性の線維芽細胞が多数認められたが，　OA群
ではControl群に比してその数は明らかに少なかっ
た．一方，損傷修復部周囲のmRNA陽性の軟骨細胞数
は両群ともに増加した（Fig．　I　l）．組織標本上における
mRNA陽性の細胞の占める比率は，損傷修復部周囲
および損傷修復部ともに4群間で有意差が認められ
た（Table　3A，3B）．
考 察
　変形性関節症に対するTGF一βの作用
　変形性関節症（OA）の発症原因として，関節軟骨に
対する恒常的mechanical　stressが挙げられている．こ
れによる関節軟骨表面の低摩擦性ならびに荷重緩衝
作用の低下が非炎症性軟骨破壊・融解を起こし，それ
に続く軟骨新生ならびに骨新生といった代償性の不
完全な修復Goint　remodeling25））との混在がOAの病
態として以前より指摘されてきた．TGF一βは関節軟
骨細胞に対し細胞増殖と細胞外基質産生を促進する
作用を持ち26），OA治療に対する臨床応用が期待され
ている修復因子である．
　L　関節軟骨損傷の修復過程について
　軟骨修復は，欠損部周囲正常軟骨組織による内因性
修復および滑膜細胞・未分化問葉系細胞の分化による
（8）
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外因性修復の2つに大別されるが，損傷作製後12週
の間，TGF一β1の投与の如何に関わらず明らかな内因
性修復像は認められず，これは小泉23）の報告に合致す
るものであった．外因性修復について，OA群はCon－
trol群に比して，またTGF一β1非投与群は投与群に比
して線維芽細胞の出現，軟骨細胞への分化が遅延する
傾向にあり，OAマウスの軟骨細胞におけるDNA合
成能・細胞増殖能の低下を指摘した西山24）の報告を裏
付けるものだった．
　経時的な組織学的観察においてTGF一β1の投与は，
軟骨修復に促進的な作用があることが確認されたが，
損傷後4週以降は両群マウスとも軟骨細胞の萎縮・減
少が認められ，その効果は損傷後3～4週までの細胞
の増殖・分化が活発である比較的初期に限定されるも
のであると思われた．
　2．画像解析による細胞外基質再生能の評価
　画像解析装置を使用し実験的に切片標本上にて損
傷部における細胞外基質の再生能の定量化を試みた．
欠損部での正常軟骨組織の異染性と同じ染色性示す
部位（面積率）は，細胞増生の著しい2～4週目に増加
し損傷修復部の退行性変性が始まる4週目以降に一
致して減少傾向に向かう結果となった．これは4週目
以降の軟骨細胞の萎縮・減少に伴いその細胞活性も低
下し，細胞外基質成分の産生も減少することによると
推測した．
（9）
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　3．TGF一β・CTGFの創傷治癒作用について
TGF一βは創織部の治癒過程や，また線維性組織で
の結合織合成においてpotent　stimulatory　signalとし
て重要な役割を担っており2－5），創傷治癒過程におい
ては主にマクロファージや，リンパ球から分泌され
る6・7）ことにより線維芽細胞の増生を促進し8｝12）さら
に細胞外基質成分であるフィブロネクチン，type　I　col－
lagen，　glycosaminoglycansの産生・合成を促進す
る13－17）．一方，蛋白分解酵素の活性を直接抑制し，ま
たprotease　inhibitorを活性化させることにより細胞
外基質の変性を減少させると報告されている18－20）．
　CTGFは当初，ヒト膀帯静脈血管内皮細胞の培養上
清中に存在し，ヤギ由来抗ヒト血小板由来増殖因子
（PDGF）抗体と反応するPDGF関連物質として
Bradhamらにより見出された成長因子であり，39個の
システイン残基を有する分子量約38kDaの分泌タン
パク質である．その作用はTGF一β同様に，創傷治癒に
関しては線維芽細胞におけるtype　I　collagen，
fibronectin，α5　integrinなどの細胞外基質を構成する
因子の発現を活性化させることにあり21），また正常な
状態にある軟骨細胞において軟骨細胞の増殖を促進
するとされる．しかしながら，皮膚の線維化といった
増殖性の病的な局所では細胞増殖・分化を活性化する
triggerとして機i面しているとの報告もあり，その機能
は今だ解明されていない．
　　　　　　國
Direct　Synergistic　lndirect
Cellular　Response
　　　　　　　　　　　　　　　　幽
Fig．　12　TGF一／（31　signaling　pathway　in　fibroblastic　cells．
lndirect　signaling　pathway
TGF－Bi
Inhibitory　factor　？
Cellular　Response
（　fibroblast　）
Reduced　expression　of
　CTGF　mRNA
Reduced　cell　differentiation
Delayed　production　of
　　　ECM
　4．TGF一βとCTGFの関係について
　Garyら22）によれば線維芽細胞のanchorage　in－
dependent　growth（AIG）assayにおいて①TGF一βに
よる活性がされていない細胞において，CTGF単独で
はAIGが行われない2CTGF合成の活性を抑制する
とTGF一βによるAIGが抑制されることなどから
CTGFはTGF一βのdownstream　mediatorであり，
TGF一βの線維芽細胞へのsignaling　pathwayはdirect，
CTGFを介したindirect，両者によるsynergistic　path－
wayの3者によるものがあると報告されており，これ
らの相互作用によりTGF一βは組織修復に作用してい
ると考えられている（Fig．12）．
　今回の実験で，TGF一β1の膝関節腔内投与は，　OA
群，Control群共に軟骨損傷の自然修復に比して，細胞
分化は促進され，画像解析において細胞外基質産生も
増加したことから，TGF一β1の関節腔内投与によりこ
れらのsignaling　pathwayが活性化され，修復が促進さ
れたものと推察する．また，TGF一β1投与により軟骨
Osteoarthritis
Fig．　13　A　model　illustrating　the　potential　pathway　for　TGF－
　　　61　signaling　in　C57　black　mouse．
損傷修復部の線維芽細胞でCTGFのmRNAの発現
が多く認められたことから，皮膚組織同様に，軟骨組
織における損傷修復過程においてもTGF一β1の
CTGFを介したindirect　signaling　pathwayが存在し，
TGF一β1がCTGFのstimulatory　signalであると考え
る．
　一方，OA群ではControl群に比して線維芽細胞に
おけるCTGFのmRNAの発現は遅延し，ひいては細
胞分化遅延，細胞外基質産生も低下したことから，OA
の軟骨組織修復におけるTGF一β1のCTGFを介した
indir㏄t　signaling　pathwayには線維芽細胞に対する細
胞反応性（cellular　response22））の低下が認められ，変
形性関節症の不完全なremodelingに関与しているも
のと推測する（Fig．13）．
（　10　）
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　5．今後の課題
　損傷を受けた軟骨組織の修復は，その機能構造的な
特異性・精密性から再生能力に乏しく治療には困難を
極める．OAにおいても，臨床応用としてピアルロン
酸ナトリウム製剤の関節内注が広く行われているが
その効果は不十分である．これに変わる治療として，
未だ未知の部分が多い種々のサイトカインの応用は
今後のOA治療の新たな可能性を秘めていると思わ
れる．
　本実験で我々は，TGF一βにより惹起されるCTGF
の発現抑制が不完全な関節軟骨の修復を不十分なも
のとし，さらにはOAを引き起こすものと推測した．
しかしながら，人体の中でも特殊な環境下にある関節
軟骨におけるこれらサイトカインの作用機序は未だ
不明な点が多く，更なる探求を要すると思われる．
結 論
　1．マウス膝関節軟骨に軟骨損傷を加え，その修復
過程におけるTGF一β1の関与を病理組織学的に検討
した．
　2．コントロールマウスではTGF一β1の関節内投
与は軟骨損傷修復部においてCTGFの発現，細胞分
化，細胞外基質の産生を促進する傾向にあったが，変
形性関節症モデルではそれらが低下した．
　3．変形性関節症モデルはTGF一β1に対する反応
性の低下からその軟骨組織は組織学的に再生能に乏
しく，それに伴い細胞外基質修復能も低下すると思、わ
れ，これがOA発症の一要因であると推測する．
謝 辞
　稿を終わるに臨み，御懇篤な御指導，御校閲を賜り
ました海老原善郎第二病理学教授に深甚なる謝意を
表します．また，本研究に初歩より直接御指導，御助
言頂きました整形外科学教室員ならびに第二病理学
教室員に深く感謝致します．
　（本論文の要旨は，第34回関東整形災害外科学会，
第1回アジア・環太平洋膝関節学会，第15回日本整形
外科学会基礎学術集会，第2回日本膝関節学会におい
て発表した．）
1）
文 献
Silberberg　M：　Osteoarthritis　in　mice　fed　diets　enri－
ched　with　animal　or　vegetable　fat．　Arch　Path　70：
385n－390，　1960
（　11　）
2）
3）
4）
5）
6）
7）
8）
9）
10）
11）
12）
13）
14）
Amento　EP，　Beck　LS：　TGF－IB　and　wound　healing．
In　clinical　applications　of　TGFBI．　Wiley，　Chiches－
ter．　Ciba　foundation　Symposium　157：　115－v　129，
1991
Roberts　AB，　Sporn　MB：　Physiological　actions　and
clinical　applications　of　transforming　growth　factor
beta（TGF一β）．　Growth　Factors　8：1～9，1993
Wahl　SM：transforming　growth　factor　beta　in
inflammation．　A　cause　and　a　cure．　J　immuno1
12：　61nv74，　1992
Raghow　R：　Role　of　transforming　growth　factor　6
in　repair　and　fibrosis．　Chest　99s：　61rtv65，　1991
Assoian　RK，　Fleurdelys　BE，　Stevenson　HC，　Miller
PJ，　Madtes　DK，　Raines　EW，　Ross　R，　Sporn　MB：
Expression　and　secretion　of　type　P　transfoming
growth　factor　by　activated　human　macrophages．
Proc　Natl　Acad　Sci　USA　84：　6020一一6024，　1987
Kehrl　JH，　Wakefield　LM，　Roberts　AB，　Jakowlew　S，
Alvarez－Mon　M，　Derynck　R，　Sporn　MB，　Fauci　AS：
Production　of　transforming　growth　factor　rs　by
human　T　lymphocytes　and　its　potential　role　in　the
regulation　of　T　cell　growth．　J　exp　Med　163：
1037一一1050，　1986
DeLarco　JE，　Todaro　GJ：Growth　factors　from
murine　sarcoma　virus－transformed　cells．　Proc　Natl
Acad　Sci　USA　75：　4001A－4005，　1978
Assoian　RK，　Grotendorst　GR，　Miller　DV，　Sporn
MB：　Cellular　transformation　by　coordinated　action
of　three　peptide　growth　factors　from　human
platelets．　Nature　309：　804’Ni806，　1984
Leof　EB，　Proper　JA，　Gouston　As，　Shipley　GD，
Dicorleto　PE，　Moses　HL：Induction　of　c－sis　mRNA
and　activity　similar　to　PDGF　by　TGFrs：a
proposedmodelfor　indirect　mitogenesis　involving
autocrine　activity．　Proc　Natl　Acad　Sci　USA　83：
2453rv2457，　1986
1shikawa　O，　LeRoy　EC，　Trojanowska　M：
Mitogenic　effect　of　Transforming　growth　factor
beta－1　on　human　fibroblastsinvolves　the　induction　of
platelet－derived　growth　factor　alpha－receptors．　J
cell　Physiol　145：　181t－186，　1990
Battegay　EJ，　Raines　EW，　Seifert　RA，　Bowen－Pope
DE　Ross　R：Transforming　growth　factor　beta
induces　bimodal　proliferation　of　connective　tissue
cells　via　complexcontrol　of　an　autocrine　platelet－
derived　growth　factor　loop．　Cell　63：515’一v524，
1990
1gnotz　RA，　Massague　J：Transforming　growth
factor－beta　stimulates　the　expression　of　fibronectin
and　collagen　and　their　incorporation　into　the　extra
cellular　matrix．　J　Biol　Chem　261：4437nv4345，
1986
Roberts　AB，　Sporn　NB，　Assoian　RK，　Smith　JM，
Roche　NS，　Wakefield　LM，　Heine　UI，　Liotta　LA，
Fal nga　V，　Kehrl　JR，　Fauci　AS：　Transforming
gi’owth　factor　type　P：　Rapid　induction　of　fibrosis
2002年3月 笠原他3名　OAマウスにおける損傷軟骨修復過程の病理組織学的実験 一　141　一
15）
16）
17）
18）
19）
and　angiogenesis　in　vivo　and　stimulation　of　collagen
formation　in　vitro．　Proc　Natl　Acad　Sci　USA　83：
4167rv4171，　1986
Varga　J，　Rosenbloom　J，　Jimenez　SA：　Transforming
growth　factor　6　（TGFrs）　causes　persistent　increase　in
steady－stateamounts　for　type　I　and　type　III　collagen
and　fibronectin　mRNAs　in　normal　human　dermal
fibroblasts．　Biochem　J　297：　597n－604，　1987
Raghow　R，　Postlethwaite　AE，　Keski－qa　J，　Moses
HL，　Kang　AH：　Transforming　growth　factor－beta
increases　steady　state　levels　of　type　1　procollagen　and
fibronectin　messenger　RNAs　posttranslationally　in
cultured　human　dermal　fibroblasts．　J　Clin　lnvest
79：　1285rv　1288，　1987
Penntinen　RP，　Kobayashi　S，　Bornstein　P：　Transfor－
ming　growth　factor　P　increases　mRNA　for　matrix
proteins　both　in　the　presence　and　in　the　absence　of
changes　in　mRNA　stability．　Proc　Natl　Acad　Sci
USA　85：　1105一一一1108，　1985
Laiho　M，　Saksela　O，　Andreasen　PA，　Keski－Oja　J：
Enhanced　production　and　extracellular　deposition
of　the　endothelial－type　plaminogen　activator　in－
hibitor　in　cultured　human　lung　fibroblasts　by　trans－
forming　growth　factor　x3．　J　Cell　Biol　103：　2403一一
2410，　1986
Lund　LR，　Riccio　A，　Andreasen　PA，　Nielsen　LS，
Kristensen　P，　Laiho　M，　Aksela　O，　Blasi　F，　Dano　K：
Transforming　growth　factor－rs　is　a　strong　and　fast
acting　Positive　regulator　of　the　level　of　type－1
20）
21）
22）
23）
24）
25）
26）
plaminogen　activator－inhibitor　mRNA　in　WI－38
human　lung　fibroblasts．　EMBO　J　6：　1281rt－1286，
1987
Kerr　LD，　Miller　DB，　Matrisian　LM：　TGFrs　1　inhi－
bition　of　transin／stromelysin　gene　expression　is
mediated　through　a　Fos　Biding　sequence．　Cell　61：
267r－278，　1990
Frazier　K，　Williams　S，　Kothapalli　D，　Klapper　H，
Grotendorst　GR：Stimulation　of　fibroblast　cell
growth，　ma rix　production　and　granulation　tissue
formatio by　connective　tissue　growth　factor．　J
Inves 　Dermatol　107：　404’rv411，　1996
Gary　R，　Grotendorst　GR：　Connective　tissue　growth
factor：　a　Mediator　of　TGF－6　Actoin　on　fibroblasts．
Cytoki e　Growth　Factor　rev　8：　171n－179，　1997
小泉　隆：C57ブラックマウス自然発症型変形性
膝関節症モデルにおける関節軟骨損傷に関する実
験的研究．東医大誌54：242～252，1996
西山　誠：C57ブラックマウスにおける膝関節軟
骨の免疫組織学的研究．東医大誌52：315～325，
1994
Johnson　LC：Joint　remodeling　as　the　basis　for
o eoarth itis．　J　A　V　M　A　141：　1237’N・1241，　1962
Tsukazaki　T，　Usa　T，　Matsumoto　T：Effect　of　trans－
fbrming　growth　factor一βon　the　insulin－like　growth
factor一亘　autocrine／paracrine　axis　in　cultured　rat
articular　chondrocytes．　Exp　Cell　Res　215：　9rx－16，
1994
（　12　）
一　142　一 東京医科大学雑誌 第60巻第2号
Histological　findings　of　the　repair　process　of　injured　knee　j　oint
　　　　cartilage　in　spontaneous　osteoarthritis　in　C57　black　mice
Takao　KASAHARA，　Motoaki　FUJIMORI，　Kengo　YAMAMOTO，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Atsuhiro　IMAKIIRE
Tokyo　Medical　University，　Department　of　Orthopaedic　Surgery
　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Atsuhiro　IMAKIRE）
Abstract
　　Purpose　To　investigate　the　pathogenesis　of　osteoarthritis，　an　injury　was　inflicted　on　the　articular　cartilage　of　C57　black
mice　with　a　tendency　to　develop　primary　osteoarthritis．
　　Method　lmmature　C57　black　mice　（and　control　mice）　were　used　as　a　model　for　spontaneously　developing　osteoarthritis．
On　the　surface　of　the　femoral　condyle，　a　defect　reaching　the　subchondral　bone　was　created．　TGF－fi　1　mixed　in　fibrin　glue　was
administered　to　the　intra－articular　space．　The　animals　were　sacrificed　at　1，　2，　4，　8　and　12　weeks　and　their　knee　joints　were
excised，　embedded　in　paratifin，　and　sagittally　sliced　serial　sections　measuring　4　pt　m　were　prepared．　These　sections　were
subjected　to　toluidine　blue　staining．　ln　addition，　in　situ　hybridization　was　conducted　to　observe　the　expression　for　mRNA
of　CTGF　（connective　tissue　growth　factor）．　The　results　of　staining　of　the　normal　cartilage　layer　around　the　defect　was　used
as　a　reference　and　the　section　undergoing　the　recovery　process　was　examined　by　computer　image　analysis　to　compute　the
percentage　of　the　portion　of　the　cartilage　layer　exhibiting　normal　staining，　which　was　used　to　evaluate　the　recovery　process
that　takes　place　in　the　extracellular　matrix　（ECM）．
　　Results　Fibroblasts，　originating　from　undifferentiated　mesenchymal　cells，　were　observed　within　one　week　following　the
creation　of　the　defect．　ln　the　C57　black　mice　that　had　received　TGF－61，　the　expression　of　mRNA　for　CTGF　was　less　distinct
than　in　the　controls．　With　the　aid　of　computer　image　analysis，　comparisons　were　made　between　the　animals　with　TGF－61
administration　and　those　without．　The　surface　area　was　greater　in　the　group　with　TGF－P　l　administration　than　in　the　group
without　and　in　the　controls　than　in　the　C57　black　mice．
　　Conclusion　ln　control　mice，　administration　of　TGF－61　into　the　joint　showed　a　tendency　to　promote　the　expression　of
CTGF，　cell　differentiation，　and　production　of　ECM　in　the　cartilage　injury　repair　site，　whereas，　these　were　inhibited　in
osteoarthritis　models．　lt　is　considered　that，　osteoarthritis　models　have　catilage　tissue　with　histologically　reduced　regenerative
activity　due　to　reduction　of　reactivity　to　TGF－iB　l，　causing　reduced　repair　capability．
〈Key　words＞　Cytokine，　Chondrocyte，　Osteoarthritis
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